



































	 これまでに当研究室では出芽酵母において RNA 結合タンパク質 Khd1 と
Poly(A)分解酵素 Ccr4 が低分子量 G タンパク質である Rho1 の Guanine Nucleotide 
Exchange Factor (GEF)をコードする ROM2 mRNA の安定化に作用し、Ccr4 が
GTPase Activating Protein (GAP)をコードする LRG1 mRNA の不安定化に作用す
ることで Rho1 の GTPase 活性を調節し、正常な細胞壁合成関与していることを
明らかにした。KHD1 および CCR4 遺伝子を欠損させた khd1Δ ccr4Δ二重変異株
は Rho1 の活性低下による細胞壁合成阻害、細胞溶解（Cell lysis）を起こし、そ
の結果として著しい増殖遅延を示す。しかしながら、Khd1 は 1000 以上もの
mRNA を標的とし、Ccr4 は広範な mRNA の Poly(A)分解に機能していることか
ら、細胞壁合成制御は Khd1 および Ccr4 が関与する遺伝子発現制御の 1 例にす




1. Khd1 および Ccr4 と遺伝的相互作用を示す因子の探索を行った。 
2. Pbp1 はどのように細胞増殖制御に機能しているのか、Pbp1 との関連性が報
告されている既知の因子との遺伝的相互作用を検討した。 
3. Pbp1 はどのような因子と相互作用しているのかを明らかにする目的で、
Yeast two-hybrid screening を行い、Pbp1 と結合する因子の探索を行った。 
4. Pbp1 の機能に対するドメイン解析を行った。 
 
【結果】  
1. pbp1Δ変異は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧する 
	 RNA レベルでの遺伝子発現制御に関わることが知られている既知の因子
 2 
と、Khd1 および Ccr4 との遺伝的相互作用を検討した結果、Poly(A)-binding 
protein (Pab1) -binding protein (Pbp1)をコードする PBP1 遺伝子の欠損が
khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧した。また、pbp1Δ変異は khd1Δ 
pop2Δ二重変異株の増殖遅延をも抑圧した。しかしながら、khd1Δ dhh1Δ二重
変異株の増殖遅延は抑圧しなかった。さらに、khd1Δ ccr4Δ二重変異株では
野生型と比較して Rom2 の発現量が低下し、Lrg1 の発現量が上昇するが、
pbp1Δ変異はこれらの発現量に影響しなかった。 
2. Pbp1 は新規メカニズムを介して細胞増殖制御に機能する 
	 Pbp1 と相互作用を示す既知の因子群（Lsm12、Mkt1、Pbp4）と Khd1 およ
び Ccr4 との遺伝的相互作用を検討したが、これらの因子の遺伝子変異は
pbp1Δ変異とは異なり、khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧しなかった。
また、Pbp1 は Ccr4 とは別に機能する Poly(A)分解酵素 Pan2 の活性を負に制
御していることが知られている。khd1Δ ccr4Δ二重変異株と比較して khd1Δ 
ccr4Δ pan2Δ三重変異株はさらに増殖遅延を示すが、pbp1Δ変異は khd1Δ 
ccr4Δ pan2Δ三重変異株の増殖遅延も抑圧した。この結果から、Pbp1 は Pan2
依存的に Khd1 および Ccr4 を介した細胞増殖制御に関わる一方で、Pbp1 は
Pan2 非依存的にも細胞増殖を制御する可能性を示した。 
3. Pbp1 はリボソームタンパク質と結合する 
	 Yeast two-hybrid screening の結果、Pbp1 がリボソームタンパク質 Rpl12a
および Rpl12b と結合することを見出し、さらにこの結合は Pbp1 の RNA 結
合ドメインである Lsm ドメインおよび Lsm AD ドメインを介して結合する
ことを明らかにした。また、Rpl12a および Rpl12b と Khd1 および Ccr4 との
遺伝的相互作用を検討した結果、pbp1Δ変異同様に rpl12aΔおよび rpl12bΔ変
異も khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧した。 
4. Pbp1 の機能には Lsm および Lsm AD、Pab1 との結合が必要である 
	 khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株に野生型の PBP1 を導入すると pbp1Δ変異の
表現型は相補されるが、Rpl12a および Rpl12b との結合領域を欠損させた
PBP1 ΔLSM ΔLSM AD は相補しなかった。また、Pab1 との結合領域である






	 Khd1 および Ccr4 を介した細胞増殖制御機構において、Pbp1 は細胞増殖を負
に制御している可能性が示唆された。Pbp1 は脊髄小脳変性症の原因として知ら
れる ATXN2 の酵母オルソログであり、Lsm および Lsm AD の構造、Poly(A)鎖
の制御やストレス顆粒への局在など機能は進化上保存されている。これまでに




mRNA 安定制御に機能していると推測された。しかしながら、実際には Pan2 を
介した制御は部分的であり、Pan2 非依存的な制御の存在も示唆された。 
	 Pbp1 はリボソームタンパク質 Rpl12a および Rpl12b と結合し、さらに rpl12aΔ
および rpl12bΔ変異も pbp1Δ変異と同様に khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を
抑圧した。また、Pbp1 の機能には Pab1 との結合が重要であることが示された。
これらの結果から、Pbp1 はリボソームと協調、そして Pab1 との結合を通して翻
訳制御に機能することで、Khd1 および Ccr4 を介した細胞増殖制御に関与して








	 本研究では、Pbp1 が既知の相互作用因子とは異なった経路を通じて、Khd1 お
よびCcr4を介した細胞増殖制御機構に機能した。Pbp1はリボソームタンパク質、
Rpl12a および Rpl12b と Pbp1 の RNA 結合ドメインを介して結合することを明ら
かにした。さらに、pbp1Δ変異同様に rpl12aΔおよび rpl12bΔ変異も khd1Δ ccr4Δ
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表例として 3 つの事象が挙げられる。まず 1 つめは、細胞の非対称性の獲得で
あり、単一の細胞から非対称な細胞群が分化する。2 つめは、多様性の獲得であ
る。分化の過程でスプライシングを介することで遺伝子産物が新たな機能を獲









（Hogan et al., 2008）。ヒト hnRNP K の酵母オルソログである RNA 結合タンパク
質 Khd1 は K-Homology domain を持ち、CNN リピート配列に結合する。出芽酵
母は出芽の際に接合型が変わらないように制御されており、エンドヌクレアー
ゼ HO が接合型の調節に機能している。この過程で Khd1 は HO の転写因子とし
て知られる Ash1 をコードする ASH1 mRNA に結合し、翻訳を抑制することで細
胞の非対称性を制御している（Irie et al., 2002）。また、Khd1 は細胞膜センサー
をコードする MTL1 mRNA に結合して、mRNA の安定化に機能する（Hasegawa et 





RNA 分解機構  
	 転写された mRNA の 3’末端はポリアデニル化され、成熟 mRNA は Poly(A)尾
部を有し、Poly(A)鎖の長さは mRNA の半減期に大きく影響している。この
Poly(A)鎖にはPoly(A)-binding protein (Pab1)が結合する（Sachs et al., 1986）。mRNA
の 5’末端には 7-メチルグアニンキャップ構造が形成され、RNA 分解因子から
RNA を保護する役割がある。このキャップ構造に eIF4E が結合し、eIF4G が足
場タンパク質として eIF4E および Pab1 と結合することで環状構造を形成する
（図 1A）。この環状構造は翻訳を始めとする様々な反応を効率よく進めるため
である（Sonenberg et al., 2009）。前述したように mRNA は厳密に制御されており、
この制御メカニズムの代表的な例として mRNA 分解が挙げられる。mRNA 分解
機構は Poly(A)鎖の短縮から始まる。Poly(A)鎖の分解には Poly(A) ribonuclease で
ある Pan2-Pan3 複合体と Poly(A)分解酵素 Ccr4 と Not ファミリーから構成される
Ccr4-Not 複合体が高度に保存されており、Poly(A)鎖の分解に機能する（Collart et 
al., 2003; Parker, 2012）。出芽酵母において、Pan2 と Ccr4 はそれぞれの触媒サブ
ユニットとして機能する。まず、最初に Pan2-Pan3 複合体がこの Pab1 と結合す
ることにより Poly(A)鎖を短縮する。その後、Ccr4-Not 複合体が Pab1 と結合し、
さらに Poly(A)鎖を短縮する。ほ乳類では Ccr4-Not 複合体は Tob タンパク質を介
して PABP と結合するが、この Tob と Pan2 が競合して PABP に結合することで
Poly(A)鎖の分解を制御している（Funakoshi et al., 2007）。Poly(A)分解が引き金と
なり、脱キャップ反応に関わる因子、Pat1 や Lsm1-7 複合体などが mRNA に結
合し、プロセッシングボディ（P-body）を形成する。ここで mRNA はキャップ
構造の分解酵素 Dcp1 および Dcp2 によって脱キャップ化される。脱キャップ反
応には Dhh1、Edc3、Scd6、Pat1 が活性化因子として知られている。この過程で
脱キャップ化された mRNA はエキソヌクレアーゼの Xnr1 による 5’→3’分解や、
Ski7 などによる 3’→5’分解がされる。一方、脱キャップ化を逃れた mRNA は再
利用され翻訳される（Parker 2012）。Ccr4 はグローバルな Poly(A)分解に機能す
ると推測され、ccr4Δ変異株は、G1/S 期チェックポイント阻害、細胞周期阻害、
異常な細胞形態を示すことから様々な制御に機能していることが考えられるが、
実際には CCR4 遺伝子欠損による mRNA の発現量への影響は 300 種類ほどに留
まる（Manukyan et al., 2008; Nowel et al., 2009; Traven et al., 2009）。また RNA 結




カニズムの全貌は明らかになっていない（Tadauchi et al., 2001, 2004; Goldstrohm 
et al., 2005）。 
 
Poly(A)-binding protein (Pab1)-binding protein, Pbp1 について  
	 出芽酵母 Pbp1 は ATXN2 の酵母オルソログであり、線虫、ショウジョウバエ、
マウス、ヒトまで高度に保存されている RNA 結合タンパク質である。ヒト
ATXN2 は神経変性疾患である脊髄小脳変性症 2 型の原因遺伝子として知られて
いる。Pbp1 は Pab1 に結合するタンパク質として最初に同定され（図 1Ａ）、ポ
リグルタミン（PolyQ）領域は存在しないが、Like-Sm domain (Lsm)、Lsm associated 
domain (LsmAD)の RNA 結合ドメインと、3’末端領域に Self-interact region を有す
る（図 1B）。Pbp1 は Poly(A)分解酵素 Pan2 の活性を抑えることで Poly(A)鎖の長
さを制御している（Mangus et al., 2004）（図 1D）。また、Pbp1 はポリソーム画分
への局在やストレス条件下で翻訳を負に制御するストレス顆粒（SGs）へ局在す
る（Tadauchi et al., 2004; Buchan et al., 2008; Swisher et al., 2010）（図 1C）。これら
のことから、Pbp1 は RNA 代謝や翻訳制御に機能すると考えられている。過去
の報告から、Pbp1 はヌクレアーゼ活性を持つ Mkt1 と協調して酵母のエンドヌ
クレアーゼ HO の発現制御に機能することや（Tadauchi et al., 2004）、ヒト ATXN2
は AU rich な配列に結合して標的 mRNA の安定化に機能することで結果的にタ
ンパク質量が増加することが報告されている（Yokoshi et al., 2014）。遺伝子発現
制御以外の機能として、熱ストレス条件下において Pbp1 は栄養応答性増殖因子
Target of rapamycin complex 1 (TORC1)を SG に取り込むことで熱ストレスよって
生じる遺伝子突然変異を防いでいる（Takahara et al., 2012）。また先行研究で、
ccr4Δ変異株は DNA 合成阻害剤に感受性を示すが、pbp1Δ変異がこの感受性を抑










RNA 結合タンパク質 Khd1 と Poly(A)分解酵素 Ccr4 による細胞壁合成制御  
	 RNA 結合タンパク質 Khd1 は、ヒト hnRNP K の酵母オルソログである。過去
の報告から、Khd1 は 1000 以上もの mRNA をターゲットとして持ち、転写因子
Ash1の局在制御や細胞壁の膜センサーMtl1の発現制御に機能していることが知
られているが、khd1Δ変異株は野生型と比較してその表現型に著しい変化を示さ
ないため、その生理的意義の多くは理解されていなかった（Hasegawa et al., 2008, 
Mauchi et al., 2010）。そこで、Khd1 と遺伝的相互作用を示す因子のスクリーニン
グを行ったところ、Poly(A)分解酵素である Ccr4 と Khd1 をコードする遺伝子を
欠損させた khd1Δ ccr4Δ二重変異株は、野生型と比較して著しい増殖遅延を示し
た。Ccr4-Not 複合体の構成因子で、調節サブユニットをコードする POP2 遺伝
子を欠損させた khd1Δ pop2Δ二重変異株も増殖遅延を示した。khd1Δ ccr4Δ二重変
異株および khd1Δ pop2Δ二重変異株は細胞溶解（cell lysis）を起こし、さらに高
温感受性を示した。また、khd1Δ ccr4Δ二重変異株に KHD1 および CCR4 を発現
するプラスミドを導入すると、高温感受性は抑圧される。ところが、RNA 結合
能を低下させた KHD1-L284N、触媒活性を低下させた CCR4-E556A、CCR4-D713A
は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の高温感受性を抑圧しなかった（data no shown、未発
表データ）。このことから、Khd1 の RNA 結合能および Ccr4 の Poly(A)分解活性
が細胞増殖制御に必要であることが示された。次に、khd1Δ ccr4Δ二重変異株に
対して、マルチコピーサプレッサースクリーニングを行った結果、低分子量 G
タンパク質 Rho1 のグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）をコードする ROM2
の過剰発現が khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧することを見出した。さ
らなる解析から、ROM2 mRNA に対して Khd1 および Ccr4 は安定化に機能する
ことが明らかになった。一方で、Rho の GTPase 活性化タンパク質（GAP）をコ
ードする LRG1 mRNA に対しては Ccr4 が単独で不安定化に機能することが明ら
かになった。さらに、khd1Δ ccr4Δ二重変異株において活性型 Rho1 を過剰発現さ
せると高温感受性が抑圧された。つまり、khd1Δ ccr4Δ二重変異株では ROM2 
mRNA の発現量が低下し、LRG1 mRNA の発現量が増加することにより、Rho1
の活性低下が引き起こされることが推測される（Levin et al., 2005）。その結果と
して、正常な細胞壁合成が行われず cell lysis を生じることが原因となり著しい
増殖遅延を招くことが考えられた。これらのことから、Khd1 と Ccr4 は Rho1 の
GEF と GAP、つまり、Rom2 と Lrg1 の発現を mRNA レベルで調節することで

































Ａ．Pbp1 は Poly(A)-binding protein (Pab1)-bindig protein として同定された。 
B．Pbp1 は ATXN2 の酵母オルソログであり、構造は高度に保存されてい
る。 
C．グルコースを含まない液体培地で 10 分間処理をした後、蛍光顕微鏡
で観察した。Pbp1 はストレス条件下で SG に局在する。 





























図 2．Khd1 および Ccr4 は細胞壁合成制御に機能している 
 
Ａ．Khd1 と Ccr4 は協調して Rho GEF の ROM2 mRNA を安定化する一方
で、Ccr4 が単独で Rho GAP の LRG1 mRNA を不安定化に機能するこ
とで Rho1 の活性を調節している。 
B．khd1Δ ccr4Δ二重変異は Rho1 の活性が低下することから、細胞壁合成
に異常を来たし、cell lysis を生じる。 
C．それぞれの変異株を培養後、SC 培地にスポットして 25℃で培養して、
増殖速度を検討した。スポットはそれぞれ 5 倍希釈されている。 
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 本研究で用いた細胞株は表 1 に、プラスミドは表 2 示す。実験に使用した培
地および標準的な遺伝学的手法、遺伝工学的手法、生化学的手法は既に確立さ
れた方法に従った(Gietz et al., 1988; Kaiser et al., 1994; Sambrook et al., 1989)。 
 
・変異株の作製  
	 遺伝子破壊は PCR-based gene deletion method (Baudin et al., 1993; Sakumoto et 
al., 1999) に従った。各プライマーセットは目的遺伝子の Open Reading Frame 
(ORF) 全域を、任意のアミノ酸をコードするマーカー遺伝子と置換するように
デザインした（表 3）。マーカー遺伝子の導入された株は栄養要求性によって選
別し、目的とした遺伝子の破壊が正しく行われたかは Colony PCR 法によって確
認した (Huxley et al., 1990; Longtine et al., 1998; Schneider et al., 1996)。 
 
・スポットアッセイ  
	 2%のソルビトールを含む Synthetic complete (SC) 液体培地で一晩培養した菌
液を新鮮な 2%ソルビトール SC 液体培地に適量植菌し、25℃で 4 時間培養後、
OD600 の測定により菌量を一定に揃えて 5 倍希釈を 4 段階行い、SC 培地に 8 ul
スポットした。 
 
・Cell lysis assay 
	 液体培地で一晩培養した菌液を新鮮な液体培地に適量植菌し、25℃で 4 時間
培養後、細胞をヨウ化プロピジウムで染色、PBS で洗浄し、観察した（Krause et 
al., 2002）。100 細胞を数え、100 細胞中に核が染色された細胞を数えた。１つの
サンプルにつき 3 回行い、核が染色された細胞数の平均値を算出して比較した。 
 
・ノーザンブロッティング解析  
	 RNeasy mini kit (QIAGEN) を用いて細胞から全 RNA を抽出した。各サンプル
から 2 ug の RNA を 1%アガロース変性ゲルにアプライし、50 V で 70 分泳動し
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た。泳動後、20×SSC を用いたキャピラリートランスファー法によりナイロン膜
へ転写後、UV crosslinker で RNA を固定して、メチレンブルー染色により rRNA
を染色した。ジゴキシゲニン（DIG）標識されたアンチセンスプライマーとハイ










	 細胞を 0.2 N 水酸化ナトリウム溶液で処理し集菌後、SDS PAGE ローディン
グバッファーを加え 100℃で 5 分加熱してサンプルを調製し、SDS-PAGE を行っ
た。エレクトロブロッティングにより PVDF 膜へ転写後、5%スキムミルク TBS
で 1 時間ブロッキング、5%スキムミルク TBS で希釈した任意の一次抗体と 4℃
で一晩反応させた。その後、任意の二次抗体を用い室温で 1 時間反応、HRP で
発色させ LAS4000 でシグナルを検出した。ローディングコントロールとして
Mcm2 を指標とし、その検出には Mcm2 抗体（Santa Cruz Biotechnology Inc.）を
使用した。 
 
・Yeast two-hybrid screening 
	 Two-hybrid screeningの方法および使用したゲノムDNAライブラリーは既に確
立された方法に従った(Tadauchi et al., 2004; James et al., 1996)。pGBD-PBP1 とゲ
ノムライブラリーを PJ69-4A に導入し、1mM 3-aminotriazole を含んだ SC –leucine 







5' - TGACGATATGATGAGCTCCTCCTT ACGTCA - 3'
5' - TTAACCCCAGAAATCTAACGACG - 3'
5' - ATCCATGATTCAAAATTCTGCTGGTTA - 3'




・免疫沈降法（Immunoprecipitation ; IP）  
	 対数期まで培養した細胞を XT バッファー（50 mM HEPES-KOH[pH 7.3]、20 
mM potassium acetate、2 mM EDTA、0.1% Triton X-100、5% glycerol）で洗浄、集
菌後、抽出バッファー（XT バッファー、phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、
aprotinin、leupeptin）を加え、ガラスビーズで破砕し、4,200 rpm で 10 分間遠心
した。遠心後の上清を細胞粗抽出液とした。細胞粗抽出液と ANTI-FLAG 
M2-Agarose from mouse (SIGMA)を 4℃で 2 時間反応させた。反応後、XT バッフ
ァーで洗浄し、溶出バッファー（XT バッファー、0.1 ug/ul 3 × FLAG 抗体）を加
え、4℃で 10 分間反応させて溶出した。ウェスタンブロッティングには抗 FLAG

















10B MATα ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 GAL psi+ HOp-ADE2-HO 3' UTR
10BD MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3
10BD-c163 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2
10BD-p163 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  POP2/pop2Δ::CgLEU2
10BD-d163 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  DHH1/dhh1Δ::CgLEU2
10BD-c163-p1 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  PBP1/pbp1Δ::CgHIS3
10BD-p163-p1 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  POP2/pop2Δ::CgLEU2  PBP1/pbp1Δ::CgHIS3
10BD-d163-p1 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  DHH1/dhh1Δ::CgLEU2  PBP1/pbp1Δ::CgHIS3
10BD-d163-l1 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  LRG1/lrg1Δ::CgHIS3
10BD-c163-c1 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  CRT1/crt1Δ::CgHIS3
10BD-c163-m1 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  MKT1/mkt1Δ::CgHIS3
10BD-c163-p4 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  PBP4/pbp4Δ::CgHIS3
10BD-c163-l12 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  LSM12/lsm12Δ::CgHIS3
10BD-c163 pan2 MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  PAN2/pan2Δ::CgHIS3
10BD-c163-p1
pan2
MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  PAN2/pan2Δ::CgHIS3
PBP1/pbp1Δ::KlURA3
10BD-c163-12a
MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  RPL12A/rpl12a
Δ::CgHIS3
10BD-c163-12b
MATa/MATα ade2/ade2 trp1/trp1 can1/can1 leu2/leu2 his3/his3 ura3/ura3 KHD1/khd1Δ::CgTRP1  CCR4/ccr4Δ::CgLEU2  RPL12B/rpl12b
Δ::CgHIS3
c163-p1 1 MATα ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3
c163-p1 2 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 ccr4Δ::CgLEU2
c163-p1 3 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 khd1Δ::CgTRP1
c163-p1 4 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 pbp1Δ::CgHIS3
c163-p1 5 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 ccr4Δ::CgLEU2 pbp1Δ::CgHIS3
c163-p1 6 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 khd1Δ::CgTRP1 ccr4Δ::CgLEU2
c163-p1 7 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 khd1Δ::CgTRP1 ccr4Δ::CgLEU2 pbp1Δ::CgHIS3
c163-p1 L1 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 LRG1-3HA-LRG1 3'UTR::KanMX6
c163-p1 L2 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 khd1Δ::CgTRP1 ccr4Δ::CgLEU2 LRG1-3HA-LRG1 3'UTR::KanMX6
c163-p1 L3 MATa ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 khd1Δ::CgTRP1 ccr4Δ::CgLEU2 pbp1Δ::CgHIS3 LRG1-3HA-LRG1 3'UTR::KanMX6
c163-l12 1 MATα ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 LSM12-myc::KanMX6
c163-12a 1 MATα ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 RPL12A-myc::KanMX6
c163-12b 1 MATα ade2 trp1 can1 leu2 his3 ura3 RPL12B-myc::KanMX6















YCplac33-PBP1 FLAG URA3, CEN-ARS, PBP1 FLAG
YEplac195 URA3, 2µ
YEplac195-PBP1 URA3, 2µ, PBP1
YEplac195-PBP1 ΔLSM URA3, 2µ, PBP1 ΔLSM
YEplac195-PBP1 ΔAD URA3, 2µ, PBP1 ΔLSMAD
YEplac195-PBP1 ΔLSM ΔAD URA3, 2µ, PBP1 ΔLSM ΔLSMAD
YEplac195-PBP1 ΔC URA3, 2µ, PBP1 (amino acids 1–476)
YEplac195-PBP1 FLAG URA3, 2µ, PBP1
YEplac195-PBP1 ΔC FLAG URA3, 2µ, PBP1 FLAG (amino acids 1–476)
YEplac195-PAN2 URA3, 2µ, PAN2
pGBD-c1 TRP1, 2µ, GAL4-BD sequence behind ADH1 promoter
pGBD-c1-PBP1 BD-PBP1 sequence in pGBD-C1
pGBD-c1-PBP1-n BD-PBP1 (amino acids 1–53) sequence in pGBD-C1
pGBD-c1-PBP1-lsm BD-PBP1 (amino acids 54–130) sequence in pGBD-C1
pGBD-c1-PBP1-ad BD-PBP1 (amino acids 173–297) sequence in pGBD-C1
pGBD-c1-PBP1-lsm/ad BD-PBP1 (amino acids 54–297) sequence in pGBD-C1
pGBD-c1-PBP1-c BD-PBP1 (amino acids 298–722) sequence in pGBD-C1
pGAD-c1 LEU2, 2µ, GAL4-AD sequence behind ADH1 promoter
pGAD-c1-RPL12A AD-RPL12A sequence in pGAD-C1
pGAD-c1-RPL12B AD-RPL12B sequence in pGAD-C1
pGAD-c1-LSM12 AD-LSM12 sequence in pGAD-C1
pCgLEU2 C. glabrata LEU2  in pUC19
pCgHIS3 C. glabrata HIS3 in pUC19
pCgTRP1 C. glabrata TRP1 in pUC19









5' - CCTCAGTCACGGAAGTAATTAAAGGAGTTCATTACATTGAAACAATCACAGGAAACAGCTATGACC - 3'
5' - CATGAATTTATTACTATATATTGCTTTTTCTGACGTGCTTCCTTCAGTTGTAAAACGACGGCCAGT - 3'
5' - TTGTACCGCACCATGAGTCGCAC - 3'
5' - TTGTCATGGCGATTTGGGAAAAAGTTGAAAAAAAAAATAGCAGTAACACAGGAAACAGCTATGACC - 3'
5' - CGTTATATTCTTTTTTAAATATCCCCATATACTAATGATAGAACTTGTTGTAAAACGACGGCCAGT - 3'
5' - GTCCTACGATAGTCGTAATAACG - 3'
5' - GTTATCTAAGCTTGTAACTAAAGAAATCAATTTGCATCTTTCGTCCCACAGGAAACAGCTATGACC - 3'
5' - CGGATAAAATATATAACGTATATTATCGTTTCCGTCATTAATTAATGTTGTAAAACGACGGCCAGT - 3'
5' - AGGTCAAGTTTTACCAAAGCGG - 3'
5' - TTTATTACTTATTTACGATACAATTTTCCCTTTAATCTAGTACGAACACAGGAAACAGCTATGACC - 3'
5' - TTGTTTGACTCCTTTTTGCGTTATGAAACGTGATGCTTCGATATTCGTTGTAAAACGACGGCCAGT - 3'
5' - CACAAGCTATTGAGTATGCCGC - 3'
5' - ACTAGAACACAATTGCTATACTGAGTTTCTGAATGGTGAATGTATTCACAGGAAACAGCTATGACC - 3'
5' - GGTGCGCTGGTGGCTCTTGAGATTACGTGAAAGGCACTGCACCATAGTTGTAAAACGACGGCCAGT - 3'
5' - GGTTCTCTAGAAAGCTTGAAGTC - 3'
5' - TTTTGGGGTCTAGAAAGTCGACAACAAGAACAAAGGATATACAAAACACAGGAAACAGCTATGACC - 3'
5' - AACAATAAAAAAACTAAAAAGCTTTGAAACTTTCTTTAATTTTTTTGTTGTAAAACGACGGCCAGT - 3'
5' - CACCAAATATGTGTGGGTGTCA - 3'
5' - TAAAGCAACCCCAAGTGCCCAATAGAAGGATAAATCAATAGTCAATCACAGGAAACAGCTATGACC - 3'
5' - AGTACAGAATAATATATGGAATGGATTTTTGATGTTATAAACAACCGTTGTAAAACGACGGCCAGT - 3'









第 3 章  




	 これまでの解析から Khd1 および Ccr4 が Rho1 の GEF をコードする Rom2 と
GAP をコードする Lrg1 を mRNA の段階で安定性を制御することによって正常
な細胞壁合成制御に機能していることが明らかにされた。khd1Δ ccr4Δ二重変異
株は Rho1 の活性が低下することから、著しい増殖遅延を示す。そこで Khd1 お






pbp1Δ変異は khd1Δ  ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧する  
	 Woolstencroft らは、ccr4Δ変異株は DNA 複製阻害剤 HU に感受性を示すこと
から、Ccr4 は DNA 複製ストレスに機能していることを示した。さらに彼らは、
DNA 損傷により誘導される転写抑制因子 Crt1 と Poly(A)-binding protein (Pab1) –
binding protein (Pbp1)をコードする遺伝子の欠損が ccr4Δ変異株のHU感受性を抑
圧することを明らかにした（Woolstencroft et al., 2006）。これまでに、ccr4Δ変異
株は野生型と比較して増殖遅延を示し、khd1Δ ccr4Δ二重変異株は ccr4Δ変異株と
比較して増殖遅延が増強することを明らかにした（Ito et al., 2011）。そこで、crt1Δ
変異および pbp1Δ変異が ccr4Δ変異株の HU 感受性を抑圧したように、ccr4Δ変異
株および khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧するかどうか検討した。その
結果、pbp1Δ変異は ccr4Δ単独変異株および khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を
抑圧した（図 3A、data not shown）。また、khd1Δ ccr4Δ二重変異株は 37℃の温度
下では高温感受性を示すが、khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株は 37℃でも増殖した
（図 3B）。khd1Δ ccr4Δ二重変異株は Cell lysis を引き起こすが、培地にソルビト
ールを添加して浸透圧を調節することにより少しながら増殖が回復する。pbp1Δ
変異はソルビトールの有無に関わらず、khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑
圧した（図 3、図 6）。khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株に PBP1 遺伝子を含んだプラ
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スミドを導入し、発現させた結果、コントロールと比較して増殖遅延を起こし
た（図 3C）。一方で、crt1Δ変異は、ccr4Δ単独変異株および khd1Δ ccr4Δ二重変
異株の増殖遅延を抑圧しなかった（data not shown）。これらのことから、Pbp1
は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖に対して負に制御していることが示された。 
 
pbp1Δ変異は khd1Δ  ccr4Δ二重変異株の cell lysis を部分的に抑圧する  
	 ccr4Δ単独変異株は高温培養条件下（37℃）では cell lysis を引き起こし、khd1Δ 
ccr4Δ二重変異株ではその割合が増加する。khd1Δ ccr4Δ二重変異株では、RhoGEF
として機能する Rom2 の発現低下、および、RhoGAP として機能する Lrg1 の発
現増加により Rho1 の活性が低下することが cell lysis の原因である。pbp1Δ変異
は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧したことから、次に pbp1Δ変異が cell 
lysis も抑圧しているのか検討した。Cell lysis assay の結果、pbp1Δ変異は khd1Δ 





	 これまでに、lrg1Δ変異が khd1Δ ccr4Δ二重変異株の高温感受性を抑圧すること
を明らかにしていた。khd1Δ ccr4Δ二重変異株は高温感受性を示すが、khd1Δ ccr4Δ 
lrg1Δ三重変異株は 37℃で増殖する。そこで、pbp1Δ変異と lrg1Δ変異による khd1Δ 
ccr4Δ二重変異株の増殖への影響を検討した。YPD 培地では、khd1Δ ccr4Δ二重変
異株と比較して khd1Δ ccr4Δ lrg1Δ三重変異株の方がやや増殖が速いが、YPD ソ
ルビトール添加培地では同様な増殖速度を示した。対照的に、khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ
三重変異株は YPD 培地および YPD ソルビトール添加培地のどちらでも khd1Δ 
ccr4Δ二重変異株と比較して早い増殖速度を示した（図 6）。lrg1Δ変異は khd1Δ 
ccr4Δ二重変異株の高温感受性および、YPD 培地における増殖遅延の抑圧を示し
た一方で、pbp1Δ変異は室温および 37℃のどちらでも khd1Δ ccr4Δ二重変異株の
増殖遅延を抑圧するだけでなく、YPD ソルビトール添加培地においても khd1Δ 
ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧したことから、pbp1Δ変異による影響は lrg1Δ
とは異なり、Pbp1 による制御は Lrg1 だけではないことが考えられた。 
	 khd1Δ ccr4Δ二重変異株では野生型と比較して、Lrg1 の発現量が増加する。そ
こで、pbp1Δ変異による Lrg1 の発現量を検討した。khd1Δ ccr4Δ二重変異株では
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野生型と比較して LRG1 mRNA の発現量が増加するが、khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重
変異株は khd1Δ ccr4Δ二重変異株と比較して、LRG1 mRNA の発現量は著しい変
化を示さなかった（図 5A）。また、khd1Δ ccr4Δ二重変異株では野生型と比較し
て Lrg1 タンパク質の発現量が増加するが、同様に khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異
株は khd1Δ ccr4Δ二重変異株と比較して、Lrg1 タンパク質の発現量は著しい変化
を示さなかった（図 5B）。これらのことから、khd1Δ ccr4Δ二重変異株において、




	 Ccr4-Not 複合体は Poly(A)鎖の分解に機能する主要巨大分子であり、Ccr4 や
Pop2 も構成因子として含まれる。Ccr4 は触媒機能を持ち、Pop2 は複合体の構造
維持に機能している。これまでに、POP2 遺伝子の欠損と khd1Δ変異が合成増殖
遅延を示すことを明らかにした（Ito et al., 2011）。pop2Δ単独変異株は ccr4Δ単独
変異株同様に増殖遅延を示し、khd1Δ pop2Δ二重変異株は著しい増殖遅延および




温感受性を示すが、pbp1Δ変異はこの高温感受性も抑圧した（data not shown）。 
	 RNA ヘリカーゼ、Dhh1 は Ccr4-Not 複合体からのシグナルを介して mRNA の
キャップ構造を分解する酵素 Dcp1 および Dcp2 の活性化に機能し、また、DHH1
の過剰発現は ccr4Δ変異株および pop2Δ変異株の増殖遅延を抑圧することから、
Ccr4 および Pop2 の下流で機能することが知られている（Hata et al., 1998）。さら
に、Pbp1 のヒトオルソログ ATXN2 は Dhh1 のヒトオルソログ DDX6 と結合す




	 pbp1Δ変異は dhh1Δ変異株ではなく、ccr4Δ変異株および pop2Δ変異株の増殖遅







図 3．pbp1Δ変異は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧する 
 
Ａ．それぞれの変異株を SC 培地にスポットし、25℃で培養して、増殖速
度を検討した。スポットはそれぞれ 5 倍希釈されている。 
B．それぞれの変異株を SC 培地にスポットした。高温感受性を比較する
ために 37℃で培養した。スポットはそれぞれ 5 倍希釈されている。 
Ｃ．khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株に Vector と PBP1 遺伝子を発現するプ
ラスミドを導入し、スポットアッセイにより増殖への影響を検討し
















































































図 4．pbp1Δ変異は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の cell lysis を弱く抑える 
 




























































図 5．Pbp1 は Lrg1 の発現制御には影響しない 
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図 6．pbp1Δ変異は lrg1Δ変異とは異なり、ソルビトール添加培地上でも 
	 	 khd1Δ pop2Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧する 
 

























図 7．pbp1Δ変異は khd1Δ pop2Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧する 
 
ＡB．それぞれの変異株を SC 培地にスポットして 25℃で培養後、Pbp1
と Pop2 および Dhh1 との遺伝的相互作用を検討した。 

















	 これまでの解析から、pbp1Δ変異が khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧
することが示された。しかしながら、Pbp1 がどのように細胞増殖制御に機能し
ているかは不明である。そこで、次に Pbp1 との関連性が知られている既知の因
子、Like Sm 12 (Lsm12)、Maintenance of K2 Killer Toxin (Mkt1)、Pbp1p Binding 
Protein (Pbp4)、Poly(A)-binding protein-dependent poly(A) ribonuclease (Pan2)と






（Mangus et al., 1998 & 2004; Buchan et al., 2008; Fleischer et al., 2006; Simon et al., 
2007）。また、Pbp1はMkt1と相互作用して酵母のエンドヌクレアーゼ、HOの発
現調節に機能することが報告されている（Tadauchi et al., 2004）。そこで、pbp1Δ
変異同様にlsm12Δ変異、pbp4Δ変異、mkt1Δ変異もkhd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖
遅延を抑圧するか検討した。その結果、khd1Δ ccr4Δ lsm12Δ三重変異株、khd1Δ 







Pbp1Δ変異は Pan2 依存的・非依存的に ccr4Δ変異株の増殖遅延を抑圧する  
	 Poly(A)鎖の分解機構には Pan2-Pan3 複合体と Ccr4-Not 複合体の 2 つの複合体
が関与している。pbp1Δ変異株における Poly(A)鎖の短縮は、pan2Δ変異によって
観察されなくなることから、Pbp1 は Pan2 の活性を負に制御することが報告され
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pbp1Δ変異により Pan2 の活性が上昇しているならば、PAN2 の過剰発現は ccr4Δ
変異株および khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧すると推測される。その
結果、PAN2 の過剰発現は ccr4Δ変異株および khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延
を抑圧した（図 9）。 
	 次に、pbp1Δ変異による ccr4Δ変異株および khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延
の抑圧において、Pan2 が関与しているか検討した。もしこの制御に Pan2 が必要
であれば、pan2Δ変異のバックグラウンドでは pbp1Δ変異による影響は観察され
ないことが考えられる。解析の結果、khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株と比較して、
khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ pan2Δ四重変異株は増殖遅延を示した（図 10）。このことから、
khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延の原因として、Poly(A)鎖の長さが関与してい
る可能性が示された。しかしながら、khd1Δ ccr4Δ pan2Δ三重変異株と比較して、
khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ pan2Δ四重変異株は増殖が回復した。また、ccr4Δ pan2Δ二重
変異株と比較して、ccr4Δ pbp1Δ pan2Δ三重変異株はやや増殖が回復した（図 10）。 
	 これらの結果から、Pbp1 は Pan2 の制御を介して ccr4Δ変異株の増殖遅延に機


















図 8．lsm12Δ変異、pbp4Δ変異、mkt1Δ変異は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の 
	 	 	 増殖遅延を抑圧しない 
 
ＡBC．それぞれの変異株を SC 培地にスポットして 25℃で培養後、Lsm12、
Pbp4、Mkt1 と Khd1 および Ccr4 との遺伝的相互作用を検討した。 




























図 9．PAN2 の過剰発現は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧する 
 















































図 10．Pbp1 は Pan2 の制御を介して khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を 
	 	 	 抑圧する一方で、新規のメカニズムを介して細胞増殖を制御する 
 

























第 5 章  




	 Pbp1 との関連性が報告されている因子群（Lsm12、Mkt1、Pbp4）と Khd1 お








	 Pbp1 はリボソーム大サブユニットの構成因子、Rpl12a および Rpl12b と
結合する  
	 Pbp1 は Lsm12、Pbp4、Mkt1 とは非依存的に Khd1 および Ccr4 を介した経路
に機能するというこれまでの解析結果から、Pbp1 はこれまでに報告されていな
い因子と相互作用して機能することが推測された。そこで、Pbp1 と相互作用を
示す新規の結合因子を探索するために、Pbp1 を Bait として Yeast two-hybrid 
screening を行った。その結果、リボソームタンパク質 Rpl12a および Rpl12b を
同定した（図 11）。ポジティブコントロールとして Lsm12 を示した。Rpl12a お
よび Rpl12b はリボソーム大サブユニットの構成因子であり、ヒトの L12 の酵母
オルソログである。Rpl12a および Rpl12b は、リボソーム大サブユニットの
P0/P1/P2 複合体への相互作用を介してトランスロケーションの活性中心を担っ
ている P-stalk の安定性に機能し、トランスロケーションを制御している（Briones 
et al., 1998; Jenner et al., 2012）。 
	 次に、in vivo での Pbp1 と Rpl12a および Rpl12b との結合を確認するために、
免疫沈降法を行った。FLAG タグを融合させた Pbp1（Pbp1-FLAG）と Myc タグ
を融合させた Rpl12a および Rpl12b（Rpl12a-myc および Rpl12b-myc）を細胞に
導入した。ポジティブコントロールとして Lsm12-myc を用いた。抗 FLAG 抗体
で細胞抽出液から Pbp1-FLAG を免疫沈降すると Lsm12-myc が共沈降し、抗 Myc
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抗体により検出された。これと同様に、Rpl12a-myc および Rpl12b-myc も検出さ
れた（図 12）。これらの結果から、細胞内で Pbp1 は Rpl12a および Rpl12b と結
合することが示された。 
 
rpl12aΔ変異および rpl12bΔ変異は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧
する 
	 次に、pbp1Δ変異と同様に rpl12aΔ変異および rpl12bΔ変異が khd1Δ ccr4Δ二重
変異株の増殖遅延を抑圧するかどうか検討した。スポットアッセイの結果から、
khd1Δ ccr4Δ rpl12aΔ三重変異株は khd1Δ ccr4Δ二重変異株よりも早い増殖を示し
た。また、khd1Δ ccr4Δ rpl12bΔ三重変異株も khd1Δ ccr4Δ二重変異株より早い増








































図 11．Pbp1 はリボソームタンパク質と相互作用する 
 
Yeast two-hybrid screening 用細胞、PJ69-4A 株に Bait として pGBD-c1-PBP1
と、Prey として pGAD-c1-LSM12、pGAD-c1-RPL12A、pGAD-c1-RPL12B
をそれぞれ導入後、-Leu -Trp -His 培地および-Leu -Trp -Ade 培地上で培養






















図 12．In vivo において Pbp1 はリボソームタンパク質と相互作用する 
 
	 c163-l12、c163-12a、c163-12b 株に YCplac33-PBP1 FLAG を導入し、免
疫沈降法により、Pbp1 と Lsm12、Rpl12a、Rpl12b との結合を検討した。 























































































図 13．rpl12aΔ変異および rpl12bΔ変異は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の 
増殖遅延を抑圧する 
 
	 それぞれの変異株を YPD 培地にスポットして 30℃で培養後、Rpl12a お
よび Rpl12b と、Khd1 および Ccr4 との遺伝的相互作用を検討した。 















	 これまでの解析から、Pbp1 は Rpl12a および Rpl12b と結合することを明らか
にした。次に、Pbp1 と Rpl12a および Rpl12b との結合領域を調べた。さらに、
khd1Δ ccr4Δ二重変異株の細胞増殖制御において、Pbp1 と Rpl12a および Rpl12b
が結合することが重要であるか検討した。また、Pbp1 は Pab1 結合タンパク質で
あるが、Pab1 非依存的な機能も報告されているため、khd1Δ ccr4Δ二重変異株の




Rpl12a および Rpl12b は Pbp1 の Lsm および Lsm AD に結合する  
	 Pbp1 が Rpl12a および Rpl12b と協調してどのようなメカニズムで細胞増殖を
制御しているのか明らかにするために、Rpl12a および Rpl12b は Pbp1 のどの領
域に結合するのか検討した。Pbp1 は RNA 結合ドメイン Lsm および Lsm AD、C
末端領域に self-interacting region を持ち（Ralser et al., 2005; Mangus et al., 1998; 
Takahara et al., 2012）。Pbp1 を様々な長さにデザインしたフラグメントを構築し、
two-hybrid アッセイを用いて Rpl12a および Rpl12b との結合領域を調べた。その
結果、Rpl12a および Rpl12b は Lsm に結合することを見出した。さらに、Rpl12a
および Rpl12b は Lsm および Lsm AD を含んだ領域は Lsm だけの結果と比較し
て強い結合を示した。しかしながら、Lsm AD との結合は全く示さなかった。こ
れらの結果は、Pbp1 の Lsm 領域は Rpl12a および Rpl12b と結合するために必要
であり、さらに Lsm AD はその結合を促進することが示唆された（図 14）。 
 
Pbp1 の Lsm および Lsm AD は khd1Δ  ccr4Δ二重変異株の細胞増殖を負に制
御する機能に必要である  
	 次に Pbp1 と Rpl12a および Rpl12b との結合が khd1Δ ccr4Δ二重変異株の細胞増
殖を負に制御することに重要であるのか検討した。Rpl12a および Rpl12b との結
合領域である Lsm、Lsm AD および両方のドメインを欠損させた PBP1 プラスミ
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ドを khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株に導入し、その影響を調べた。khd1Δ ccr4Δ 
pbp1Δ三重変異株に野生型の PBP1 を導入すると、高温感受性により細胞増殖を
示さない。khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株に PBP1 ΔLSM ΔLSMAD を導入すると、
高温感受性を示さず、pbp1Δ変異による表現型は相補されなかった。興味深いこ
とに、khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株に PBP1 ΔLSM もしくは PBP1 ΔLSMAD を導
入した結果、pbp1Δ変異による表現型は完全には相補されなかった。この結果か
ら、PBP1 ΔLSM もしくは PBP1 ΔLSMAD は部分的な機能が残っていることが示
唆された。また、これらの結果から、Rpl12a および Rpl12b との結合領域である
Pbp1 の Lsm ドメインは Pbp1 の機能に必要であることが示唆された（図 15）。 
 
Pbp1 は Pab1 依存的に khd1Δ  ccr4Δ二重変異株の細胞増殖を負に制御する  
	 これまでの解析から、Pbp1 の機能には Lsm ドメインが必要であることが示唆






知られている（Mangus et al., 1998）。Pab1 は Poly(A)分解や翻訳制御において主
要な因子であり、pbp1Δ単独変異株と比較して、pbp1Δ pab1Δ二重変異株下で
mRNA は異常に長い Poly(A)鎖を有し、リボソーム 80S の蓄積を示す（Mangus et 
al., 1998）。これらのことから、Pbp1 は Pab1 に結合することで Poly(A)分解や翻
訳制御に機能している可能性が考えられる。そこで次に、khd1Δ ccr4Δ二重変異
株の細胞増殖制御に対して、Pbp1 は Pab1 との結合を介して機能しているのか検
討した。468 番目から 722 番目のアミノ酸を欠損させた Pbp1 は Pab1 と結合しな
い（Takahara et al., 2012）。まず、Pab1 との結合領域である Pbp1 の 468 番目から
722 番目のアミノ酸を欠損させ、FLAG タグを融合させた Pbp1ΔC-FLAG と、Pab1
に Myc タグを融合させた Pab1-myc を構築し、免疫沈降法により結合実験を行っ
た。免疫沈降法の結果、完全長の Pbp1-FLAG では Pab1-myc が共沈降する一方
で、Pbp1ΔC-FLAG では Pab1-myc は共沈降しなかった。続いて、Pab1 との結合
領域である C 末端領域を欠損させた PBP1ΔC プラスミドを khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三
重変異株に導入し、その影響を調べた。先の解析と同様に、野生型の PBP1 を導
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入した khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株は pbp1Δ変異の表現型を相補した。しかし
ながら、PBP1ΔC を導入した khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株は pbp1Δ変異の表現
































































図 14．Rpl12a および Rpl12b は Pbp1 の Lsm ドメインに結合する 
 
	 Yeast two-hybrid screening 用細胞、PJ69-4A 株に Bait として様々な長さ

























図 15． Pbp1 の機能には Lsm ドメインが必要である 
 
	 Rpl12a および Rpl12b との結合領域を欠損させた PBP1 を khd1Δ ccr4Δ 
pbp1Δ三重変異株に導入し、スポットアッセイにより細胞増殖の影響を検























図 16． Pbp1 は Pab1 依存的に細胞増殖制御に機能する 
 
	 免疫沈降で Pab1 が Pbp1ΔC と共沈降しないことを確認した後、 

























	 本研究では、Pbp1 が Khd1 および Ccr4 を介した細胞増殖制御に機能している
ことを見出した。はじめに、pbp1Δ変異が khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を
抑圧することを示した（図 3）。この制御には、これまでに Pbp1 との関連性が報
告されている既知の因子、Lsm12、Pbp4、Mkt1 とは協調せず、また、Pbp1 は Pan2
の活性抑制を介した機能が細胞増殖制御には部分的に働くことを示した（図 8、
9、10）。次に、Pbp1 の新規結合因子としてリボソームタンパク質 Rpl12a および
Rpl12bを同定し、rpl12aΔ変異および rpl12bΔ変異がpbp1Δ変異同様に khd1Δ ccr4Δ
二重変異株の増殖遅延を抑圧することを示した（図 11、12、13）。Rpl12a および
Rpl12b は Pbp1 の Lsm ドメインを介して結合すること、さらに、Pbp1 の機能に
は Lsm ドメインが必要であることを示した（図 14、15）。以上の結果から、Pbp1
はこれまでに報告されていた Poly(A)鎖の制御に機能する一方で、リボソームと




Pbp1 による遺伝子発現制御  
	 Pbp1 はヒト脊髄小脳変性症 2 型（SCA2）の原因因子 ATXN2 の酵母オルソロ
グである。Pbp1 と ATXN2 は、Lsm および LsmAD を持つこと、Poly(A)結合タ
ンパク質への結合、ポリソーム画分や SG への局在など、構造や機能に類似点が
多く、酵母からヒトまで高度に保存されている（図 1）。Pbp1 は Pab1 に結合す
ることから、RNA 代謝に機能すると考えられている。実際に、CYC1 のレポー
ターアッセイの解析から、Poly(A)分解酵素 Pan2 の活性制御に機能することで
RNA 代謝に機能することが知られている（Mangus et al., 2004）。また、Pbp1 は
ポリソーム画分や SG への局在が報告されていることから翻訳制御に機能して
いると考えられている。Pbp1 は Mkt1 と協調して、出芽酵母のエンドヌクレア
ーゼ HO の mRNA の安定性制御ではなく翻訳制御に機能することが報告されて
いる（Tadauchi et al., 2004）。また、ヒトを対象とした研究では、様々なシグナ
ル伝達経路の中心的なキナーゼである Src と、その下流因子である Grb2 の遺伝
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られなかった（Drost et al., 2013）。近年の報告では、ATXN2 は標的 mRNA の 3’ 
UTR に存在する AU-rich な配列に結合し、mRNA の安定化に機能することで、
その結果として、タンパク質の発現量を増加させていることが明らかにされた
（Yokoshi et al., 2014）。これらのことから、Pbp1-ATXN2 の機能について着々と
報告されてきている。その他に、Pbp1 による RNA 代謝や翻訳制御以外の機能
として、ccr4Δ変異株は DNA 合成阻害剤の HU に対して感受性を示すが、pbp1Δ
変異がこの感受性を抑圧することから、G1/S 期チェックポイントに機能する可
能性や、最近では DNA-RNA hybridization に対して阻害的に機能することで複製
寿命の制御に機能することなど、新規の機能が明らかにされつつある





Pbp1 は khd1Δ  ccr4Δ二重変異株の細胞増殖を負に制御する  
	 本研究において、pbp1Δ変異が khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧した
ことから、Pbp1 は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の細胞増殖に対して負に制御すること
が示された（図 2）。前述のように、pbp1Δ変異は ccr4Δ変異株の HU 感受性を抑
圧するが、増殖遅延に対しても抑圧した。ccr4Δ変異株の増殖遅延の原因の一つ
として、cell lysis が挙げられる。細胞壁合成に異常のある変異株はソルビトール
の添加により培地の浸透圧を調節することで、cell lysis を抑えられる（Hata et al., 
1998）。Pbp1 の結合タンパク質をコードする PAB1 は必須遺伝子であり、pab1Δ
変異は致死を示す。驚くことに、pbp1Δ変異は pab1Δ変異による致死性を抑圧す
ることが報告されている（Mangus et al., 1998）。さらに、ソルビトール添加培地
では、pab1Δ pbp1Δ二重変異株の増殖遅延が回復する。これらのことから、Pbp1
は細胞壁合成制御に関与する可能性が考えられた。そこで cell lysis アッセイを
行った結果、pbp1Δ変異は khd1Δ ccr4Δ二重変異株の cell lysis を弱く抑えた。注
意深く観察すると、khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株は ccr4Δ単独変異株よりも cell 
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lysis の比率が高いにも関わらず、khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株と比較して ccr4Δ
単独変異株の方が増殖遅延を示す（図 4）。さらに、khd1Δ ccr4Δ二重変異株と




Pop2 が、下流では Dhh1 が機能することが明らかにされた（Hata et al., 1998）。
そこで、Pop2 および Dhh1 と Pbp1 との遺伝的相互作用を検討したところ、pbp1Δ
変異は pop2Δ変異株の増殖遅延も抑圧した（図 7A）。Pbp1 と Ccr4 および Pop2
が遺伝的相互作用を示したことから、前述したように、Pbp1 は Poly(A)分解を介
して細胞増殖制御に機能していると考えられた。一方で、dhh1Δ pbp1Δ二重変異
株は dhh1Δ単独変異株と比較して増殖遅延を示した（図 7B）。Dhh1 は脱キャッ
プ酵素の活性化だけでなく、リボソーム 40S の mRNA への結合を阻害すること
で翻訳を負に制御する（Parker 2012）。また、過去の報告から、ATXN2 と Dhh1
のヒトオルソログ DDX6 が Processing body (P-body) および SG に局在すること
が知られている（Nonhoff et al., 2007）。このことから、pbp1Δ変異によって、




Pbp1 はリボソームと協調して細胞増殖に機能する  
	 前項で、Pbp1 は RNA 代謝を介して細胞増殖制御に機能していることが示さ
れたが、どのようなメカニズムで作用しているのかは明らかになっていない。
そこで、Pbp1 との関連性が報告されており、RNA 代謝に機能する因子、Lsm12、







検討した。もし、Pbp1 が Pan2 の活性制御を介して khd1Δ ccr4Δ二重変異株の細
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胞増殖に機能しているとするならば、pan2Δ変異は khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異
株に対して増殖遅延を引き起こすことが推測される。その結果、khd1Δ ccr4Δ 
pbp1Δ pan2Δ四重変異株は khd1Δ ccr4Δ pbp1Δ三重変異株と比較して増殖遅延を
示した（図 10）。このことから、Pbp1 は Pan2 の活性制御を介して細胞増殖に機
能していることが考えられた。ところが、一方で、pan2Δ変異は khd1Δ ccr4Δ二
重変異株の増殖遅延を悪化させるが、pbp1Δ変異は khd1Δ ccr4Δ pan2Δ三重変異
株の増殖遅延を抑圧することを示した（図 10）。この結果は、Pbp1 は Pan2 の活
性制御を介した制御だけでなく、Pan2 非依存的な制御に機能していることが考
えられた。 
	 Pbp1 は RNA 代謝の制御を介して細胞増殖に機能するだけでなく、その他の
制御にも機能している可能性が考えられた。しかしながら、Pbp1 がどのような
因子と協調して、どのような制御に機能しているのかは不明であった。そこで、





（Satterfield et al., 2006）、本研究で初めてリボソームタンパク質と結合すること
を明らかにした。次に、この Rpl12a および Rpl12b が Pbp1 と重複した機能を持
つのか、Khd1 および Ccr4 との遺伝的相互作用を検討した結果、rpl12aΔ変異お
よび rpl12bΔ変異も khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧することを示した






御機構や疾病への関連性について報告されつつある（Fumagalli et al., 2012; 









Khd1 および Ccr4 を介した細胞増殖制御において、Pbp1 の機能には Lsm
ドメインおよび Pab1 との結合が必要とされる  
	 Yeast two-hybrid screening の結果から Pbp1 はリボソームタンパク質 Rpl12a お
よび Rpl12b と結合し、免疫沈降法で in vivo でも結合することが示された。さら
に、rpl12aΔ変異および rpl12bΔ変異も pbp1Δ変異同様に khd1Δ ccr4Δ二重変異株
の増殖遅延を抑圧したから、Pbp1、Rpl12a、Rpl12b は重複した機能をもつこと
が考えられた。そこで、Pbp1 と Rpl12a および Rpl12b がどのように相互作用す
るのか検討した。その結果、Rpl12a および Rpl12b は Pbp1 の Lsm ドメインを介
して結合し、さらにその結合は LsmAD によって強化されることを示した（図
13）。次に、Pbp1 のドメイン解析を行った。その結果、Rpl12a および Rpl12b と
の結合領域であるLsmおよびLsmADを欠損させたPbp1 ΔLsm ΔLsmADは khd1Δ 
ccr4Δ pbp1Δ三重変異株の細胞増殖に対して pbp1Δ変異による表現型を相補しな
かった。この結果から、Pbp1 の機能として Lsm および LsmAD が必要であるこ
と、また、Rpl12a および Rpl12b との結合が重要であることが示された。ところ
が、Rpl12a および Rpl12b とは結合を示さなかった LsmAD は細胞増殖への機能
を示したことから、Pbp1 は Rpl12a および Rpl12b と協調するだけでなく、また
別の因子と結合して細胞増殖制御に機能していることが考えられた。 
	 Pbp1 は Pab1 結合タンパク質であるが、pbp1Δ変異は PAB1 遺伝子欠損による
致死性を抑圧する（Mangus et al., 1998）。このことから、Pab1 は Pbp1 の機能を
制御していることが考えられる。そこで、khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖制御に
対して、Pbp1 は Pab1 との結合を介して細胞増殖制御に機能するのか検討した。
その結果、Pbp1 は Pab1 との結合を介して機能することが示された（図 16）。Pbp1
は Pab1 に結合することで Pan2 による Poly(A)分解を阻害することから、Pbp1 に
よる細胞増殖制御は RNA 代謝を介していると考えられる。一方で、①Khd1 
および Ccr4 を介した細胞増殖制御において、Pbp1 は Pab1 に結合していても、
Lsm および LsmAD が存在しなければ機能を失うこと（図 15）（Mangus et al., 
1998）、②Pbp1 および ATXN2 はそれぞれ Pab1 および PABP と結合しなくても
ポリソームに局在する（Mangus et al., 1998; Satterfield et al., 2006）、③ATXN2 の
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結合はタンパク質の発現量を増加させる（Yokoshi et al., 2014）、④rpl12aΔ変異お
よび rpl12bΔ変異も khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を抑圧する（図 13）。これ
らの結果や知見から、khd1Δ ccr4Δ二重変異によって細胞増殖に対して負に機能
するような特定の安定化された mRNA が、Pbp1 がリボソームタンパク質と協調
することで翻訳を促進し、その結果として、異常に増加したタンパク質が khd1Δ 
ccr4Δ二重変異株の増殖遅延を引き起こすことが考えられる。しかしながら、













図 17．Pbp1 による細胞増殖制御機構のモデル図 
 




























ることが明らかにされた。さらに、Pbp1 は Pab1 に結合することから多くの
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